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　多包虫症は，E6雇卿0060鰯〃Z離〃06蜘漉の感染により
引き起こされる難治性の寄生虫感染症であり1），日本では
主に北海道が流行地となっている．当所では，多包虫症検
出のためにenzyme－linked　ilnmunosorbent　assay
（ELISA）法2・3）及びその確認診断法としてウェスタン・
プロット法（WB法）による検査を実施している4，5）．い
ずれの方法も，これまでに改良が加えられてきた6・7）．特
にWB法においては，4種の抗原成分に反応する典型的
陽性例と2コ口抗原成分に反応する非典型的陽性例を区別
して検出できる特徴がある8・9）．しかしながら，現在の
WB法で用いられている抗原は，コトンラットに感染増
殖させた多包虫シストから調製した粗抗原であり，ロット
ごとの抗原構成比率が一定になっておらず，改善すべき課
題がある．
　粗抗原から必要な抗原成分を単離し検査に使用する試み
は，これまでにも行われてきたが，判定基準の変更もあり，
実用化には至っていない．そこで本研究では，抗原のロッ
ト間差を解消し，標準化された検査法を確立するため，ド
デシル硫酸ナトリウムーポリアクリルアミドゲル電気泳動
（SDS－PAGE）を用いて粗抗原から診断に必要な4種の抗
原成分の精製分取を試みた．さらに，この精製により得ら
れた抗原成分について，典型的及び非典型的症例の各患者
血清との反応性をWB法により調べることで，エキノ
コックス症血清診断法への応用の可能性を検討したので報
告する．
方 法
2．SDS－PAGE後のゲル抽出による診断用抗原成分の分
　取
　コトンラットから摘出したシストより調製した粗抗原
（凍結乾燥品約98．5mg）を3mしの蒸留水に溶解し粗抗
原液とした．100μしの粗抗原液に等量の2－mercaptoeth－
anol添加Laemlnli　Sample　Buffer（BIORAD社）を加
えて撹拝し，3分間煮沸還元処理した後に15％ポリアク
リルアミドゲルを用いたSDS－PAGEを行った（200　V定
電圧，約30分間）．電気泳動終了後，ミニホールゲルエ
リューター（BIORAD社）を用いて抗原成分をゲルから
32mM　Tris緩衝液（pH　8．1）により溶出・分取し，計
14フラクション（Fr．）を各々0．5mL溶液として得た
（70V定電圧，約30分間）．さらに，各フラクションの5
μLを用いて再度SDS－PAGEを行い，クマシーブルー染
色される泳動タンパクの分子量により，判定の指標となる
4種の抗原成分（26－28，18，16及び7－8kDa）に相当す
る町分を特定した（図1）．
3．タンパクの定量
　Coomassie　Plus－200　Protein　Assay　Reagent（PIERCE
社）を用いて，判定の指標となる抗原成分を含むフラク
ション（FrNo．5，7，9，11）中のタンパク濃度を測定し
た．なお，標準タンパクとしてウシ血清アルブミン
表1エキノコックス症血清診断におけるWB法の判定
　　基準
1．使用血清
　分取された抗原成分の有用性を評価するため，粗抗原を
用いたWB法判定基準（表1）により，陽性と判定され
た典型的症例及び非典型的症例の患者（各1名）の血清を
使用した．
判定 指標となるタンパクの分子量
いずれも検出されない
±　26－28kDaのみ
＋　①18（and　16），26－28，7kDa（典型的陽性）
　　②26－28，7kDa　　　　　　（非典型的陽性）
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SDS－PAGEによる抗原成分を含むフラクションの
各抗原成分の分子量から，判定の指標となる4種目抗原が含まれる
フラクションを同定した．
（PIERCE社）を用いた．
4．分取された抗原成分と患者血清との反応
　粗抗原を用いたWB法検査と同様に，4つの抗原画分
Fr．No．5，7，9及び11についてWB法ニトロセルロース
短冊（WB法短冊）を作製した．短冊の表面を0．05％
Tween－PBSで20倍希釈したMilk　Diluent／Blocking
Solution　Concentrate（KPL社）によりブロッキング
（600μL，室温，1時間）した後，血清25μLを加え（25
倍希釈に相当），室温で1時問反応させた．0．05％
Tween－PBSで洗浄（5分間振とう，3回）した後，
0．05％Tween－PBSで2，500倍希釈したAnti－Human
IgG（γ一chain　specific）Alkaline　Phosphatase　Conju－
gate（SIGMA社）液600μLを加え反応させた（室温，1
時間）．0．05％Tween－PBSで洗浄（30分間振とう，3回）
した後，発色液BCIP／NBT　Substrate　Solution（Per－
kirElmer　Life　Science社）を加え，発色するバンドを検
出した．
結果及び考察
　各フラクションに含まれるタンパクのSDS－PAGEによ
る泳動パターンを図1に示した．判定の指標となる26－28，
18，16及び7－8kDaの分子量を持つ4種の抗原成分は
Fr．No．5，7，9及び11に含まれていた．これらのタンパ
ク量及び回収率を表2に示した．抗原成分を含む各フラク
ションのタンパク濃度は100－250μg／mしの範囲であり，
タンパク量は50－i25μgであった．また，粗抗原1．64　mg
からのタンパク回収率は3．0－7．6％と計算され，18kDa
や16kDaの抗原画分よりも26－28　kDaや7－8　kDaの抗
原画面の方が多く回収された．
　次に4つのフラクションに含まれる抗原成分と患者血清
（典型的症例と非典型的症例）との反応性をWB法により
検討した．図2一（A）に示すように，粗抗原を用いたWB
法短冊では典型的症例の血清は26－28，18，16及び7－8
kDaの4種の抗原成分すべてに反応し，非典型的症例8，9）
血清では26－28kDaと7kDaの2種の抗原成分にのみ
反応する．一方，分取された各抗原成分により作製された
4つのWB法短冊においても，典型的症例の血1清は26－
28，18，16及び7－8kDaの4種目抗原成分すべてに反応
し（図2一（B）），非典型的症例の血清では26－28kDaと7
kDaの2種の抗原成分にしか反応しなかった（図2一（C））．
このことから，今回われわれは，判定の指標となる4種の
抗原成分について，粗抗原から抗原性を維持しつつ精製分
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　　図2　分取された各抗原成分と患者血清との反応
（A）粗抗原に対する典型的陽性患者（左）と非典型的陽性患者
　　（右）血清の反応
（B）4種の抗原画分に対する典型的陽性患者血清の反応
（C）4種の抗原画分に対する非典型的陽性患者血清の反応
＊左から順にFr．No．5，7，9，11．　Mは分子量マーカー
表2抗原成分を含むフラクションにおけるタンパク回収量・率
　　　　抗原成分の分子量Fr．No、　　　　　　（kDa）
分取量
（mL）
タンパク濃度
（μ9／mL）
タンパク量
　（μ9）
回収率＊
（％）
5
7
9
11
26－28
！8
16
7－8
0．5
0．5
0．5
0．5
200
120
100
250
100
60
50
！25
6．1
3．7
3．0
7．6
ホSDS－PAGEにアプライした粗抗原量（1．64　mg）対する回収率
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取することに成功した．
　これまでに多包虫由来の抗原として多くの研究がなされ
てきたが，単一の抗原で粗抗原に匹敵する患者検出率を示
すものは報告されていない．従って，検査における患者の
見逃しを最小限に抑えるため，複数の抗原に対する特異的
な反応を検出する必要がある．当所では18kDaのタンパ
ク抗原を中心に複数の抗原との反応から診断する判定基準
（表1）を設けているが，粗抗原はロットごとの抗原構成
比率が一定にならないため，改善すべき課題がある．この
ため，本研究で得られた4種の抗原成分を濃度既知の状態
で混合したWB法を確立することは，ロット間差の無い
抗原を安定供給できる上，精度管理にも大いに役立っと考
えられる．　　　　　画
　将来，この考えに基づいて，粗抗原に代わって判定に有
用な抗原のみを組み合わせた抗原，いわゆる“カクテル抗
原”への移行を検討していく際には，最初にこの4種によ
る組み合わせが重要と考えられる．その上で，感度と特異
性を考慮に入れ，新たな抗原の組み合わせを検討すること
が必要となる．また，新たな抗原としては，今回のように
粗抗原から分取されるもの以外にも，大腸菌を用いて作製
したリコンビナント抗原10－16）や化学合成した抗原17・’8）の
利用も可能であり，現在研究を進めている．これらの抗原
を利用した最適なエキノコックス症診断法の開発に向けて，
今後も検討を行っていく予定である．
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